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1. ÚVOD A CÍL PRÁCE 
 
  
8 
Význam rostlin v terapii v současné době stoupá. Po určitém období, ve 
kterém převažovala chemická syntéza léčiv, je tendence k návratu k přírodním 
zdrojům. Důvodem jsou jednak výsledky řady moderních studií, ale i fakt, že rostliny 
patří k obnovitelným zdrojům. Rostliny jsou důležitým zdrojem biologicky aktivních 
látek a představují velkou zásobárnu různorodých chemických struktur. Řada 
léčivých přípravků obsahuje vegetabilní látky nebo z nich získané deriváty. 
V některých případech by bylo ekonomicky velice náročné synteticky připravit dané 
léčivo, proto se jako zdroj využívají rostlinné suroviny. 
 Na základě požadavku firmy Avicenna comp. byl studován jimi dodaný extrakt 
plodů Cichorium intybus, který pochází od firmy Arnsali Co. Většina dosavadních 
studií byla založena na identifikaci obsahových látek jiných částí této rostliny. Jedná 
se především o kořeny a nať, které jsou díky svým obsahovým látkám používané 
v tradiční medicíně i potravinářství. 
 Cílem naší práce bylo stanovit obsahové látky extraktu plodů Cichorium 
intybus. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
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2.1. Botanická charakteristika taxonu 
 
2.1.1. Systematické zařazení Cichorium intybus L. – čekanka obecná 1 
 
ODDĚLENÍ : Magnoliophyta 
TŘÍDA         : Magnoliopsida 
ŘÁD            : Asterales 
ČELEĎ        : Asteraceae 
ROD            : Cichorium 
DRUH          : Cichorium intybus 
 
2.1.2. Charakteristika rodu Cichorium L. – čekanka 
 
Rostliny rodu Cichorium L. jsou jednoleté nebo vytrvalé byliny. Lodyhy obvykle 
jednotlivé, větvené. Listy kracovitě peřenoklané nebo celistvé, jen na okrajích zubaté. 
Úbory četné, vícekvěté, v řídkých latách s listeny podobnými horním lodyžním listům; 
zákrov válcovitý, dvouřadý, vnitřní zákrovní listeny přímé, vnější zřetelně kratší, 
rozestálé; lůžko úboru ploché, bez plevek, lysé. Květy jazykovité, oboupohlavné, 
kalich v podobě korunky z kratičkých štětinek nebo šupin, koruna s ligulou blankytně 
modrou, zřídka narůžovělou nebo bílou. Blizna dvouramenná, ramena prodloužená, 
rozestálá, vně chlupatá. Pylová zrna trikorporální, kulovitá, v ekvatoriální oblasti 
s ostnatými hřebínky. Nažky obvejcovité, mírně zploštělé, na vrcholu uťaté, 3-
5hranné, lysé. Chmýr 2-3řadý, z kratičkých štětinek nebo šupin, vícekrát kratší než 
nažka. 2 
 
 
2.1.3. Charakteristika druhu Cichorium intybus L. – čekanka obecná 
 
Vytrvalá bylina s válcovitě vřetenovitým, tuhým, jindy řepovitě ztlustlým a 
dužnatým kořenem. Lodyha přímá 30-120 cm dlouhá, tuhá, obvykle větvená, lysá, 
nebo krátce štětinatě chlupatá, popřípadě i žláznatá. Přízemní listy v růžici, 7-30 cm 
dlouhé, kracovitě peřenoklané nebo celistvé, podlouhle kopisťovité, na okrajích ± 
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mělce nepravidelně vykrajovaně zubaté, na bázi v krátký, úzce křídlatý řapík zúžené. 
Lodyžní listy 5-15 cm dlouhé, na bázi uťaté, přisedlé nebo ouškatou bází objímavé. 
Střední a horní lodyžní listy podlouhle kopinaté až kopinaté, špičaté, na okrajích 
hrubě zubaté, uťatou nebo mělce srdčitou bází přisedlé. Úbory 3-4 cm v průměru, 
v řídkých latách s listeny vejčitě kopinatými až kopinatě čárkovitými 0,5-5 cm 
dlouhými. Větve laty v dolní polovině 5-30 cm dlouhé, rozestálé, mnohdy opakovaně 
větvené, s úbory jednotlivými, nebo po 2-5 shloučenými. Horní část laty obvykle 
nevětvená, na vrcholu s jediným terminálním úborem na slabě žluté stopce. Zákrovní 
listeny štětinatě chlupaté a roztroušeně až hustě stopkatě žláznaté. Vnitřní podlouhle 
kopinaté, přímé, vnější vejčité, rozestálé, dosahující ½ délky vnitřních zákrovních 
listenů. Úbory jen v dopoledních hodinách otevřené, koruna s ligulou 2-2,5 cm 
dlouhou, blankytně modrou, zřídka růžovou až lilkovou. Nažky obvejcovité, 2-3 mm 
dlouhé, mírně zploštělé, 2- 5 hranné, hnědavé. Chmýr štětinkatý, v dvouřadém lemu 
vzhledu korunky. 2 
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2.2.  Fytochemická charakteristika 
 
2.2.1. Inulin 
 
 Pro čeleď Asteraceae je charakteristická přítomnost inulinu (viz. Obr. 1.). 
 Inulin je polysacharid tvořený 35 zbytky fruktózy spojenými β-2,1 vazbami 
s koncovou a středovou jednou molekulou glukózy. Je rozpustný ve vodě. 3 
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2.2.2. Seskviterpenické laktony 
 
 V listech a především v kořenech čekanky obecné je obsažen vysoký podíl  
seskviterpenických laktonů. Jedná se především o laktucin a jeho deriváty 
laktukopikrin a 8-deoxylaktucin (viz. Obr. 2.). 4 
 Charakteristicky nahořklou chuť rostlin způsobují hořčiny, jejichž hlavní 
složkou je intybin, identický se seskviterpenickým laktonem guajanolidového typu 
laktukopikrinem. 2 
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 Seskviterpenické laktony často obsahují jako vedoucí strukturu α,β- 
nenasycený-γ-lakton, který je v současnosti spojován s protinádorovou, cytotoxickou, 
antimikrobiální a fytotoxickou aktivitou. 5 
 Tyto tři seskviterpenické laktony, které jsou vylučovány latexem, poskytují 
významnou ochranu proti býložravcům a napadení hmyzem. Na této ochraně  se 
podílí také hydroxykumarin cichoriin (viz. Obr. 3.). 6 
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V menším množství jsou přítomné také eudesmanolidy a germakranolidy. 
Přítomný je eudesmanolid sonchusid C (viz. Obr. 5.) a cichoriolid A (viz. Obr. 6.) 
společně s germakranolidy sonchusidem A a cichoriosidem C. Jejich předpokládaná 
syntéza přes mevalonát-farnesyldifosfát-germakradien byla potvrzena izolací 
germakren A syntázy z kořenů čekanky. Pomocí této seskviterpenické cyklázy vzniká 
germakren A. Jeho následná oxidace a/nebo glykosylace za účasti germakren 
cyklázy dává vznik guajanových nebo eudesmanových typů seskviterpenických 
laktonů (viz. Obr. 4.). 4 
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Obr. 6. 
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2.2.3. Anthokyany 
 
Z květů čekanky byly izolovány čtyři pigmenty obsahující dva anthokyany. 
Jedná se o delphinidin 3,5-di-O-(6-O-malonyl-β-D-glukosid) (R1=R2=malonyl) a 
delphinidin 3-O-(6-O-malonyl-β-D-glukosid)-5-O-β-D-glukosid (R1=malonyl, R2=H) 
(viz. Obr. 7.). 7 
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2.2.4. Polyaminy a steroly 
  
 V listech a lodyhách čekanky byla zjištěna přítomnost volných sterolů a 
polyaminů, jejichž obsah se mění v závislosti na fyziologickém období rostliny. Hlavní 
přítomný polyamin putrescin (viz. Obr. 8.) se vyskytoval především ve starších 
listech. Další polyamin spermidin (viz. Obr. 9.), který byl také přítomen ve značném 
množství, vykazoval tendenci k poklesu obsahu se zvyšujícím se stářím listů. Bylo 
prokázáno, že obsah volných sterolů vzrůstal především v posklizňovém období. 
Hlavním přítomným volným sterolem byl sitosterol, dále stigmasterol a kampesterol. 8 
 
Obr. 8. 
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2.2.5. Fytoalexiny 
 
 Seskviterpenický fytoalexin, cichoralexin, byl získán z čekanky obecné po 
naočkování Pseudomonas cichorii. 9 
 
2.2.6. Chemické složení semen a oleje získaného ze semen čekanky  
 obecné 
 
 Ze semen čekanky zbavených tuku použitím petroletheru byl získán surový 
olej, u kterého byly stanovovány jeho fyzikálně chemické vlastnosti. Index lomu 
1,4576 (při 25°C); jodové číslo 124,3; číslo zmýdelnění 191,4; nezmýdelnitelný podíl 
NH2
H2N
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5,3% a přítomnost volných mastných kyselin 6,0 (mg KOH/g). Analýzou oleje 
plynovou chromatografií byla zjištěna přítomnost vysokého podílu linoleové kyseliny 
(59,8%) a okolo 21% nasycených kyselin. Zbytek hmoty získané ze semen  
obsahoval 16,9% proteinů s nízkou hodnotou využitelného lysinu (1,37g/16 g N). 10 
 
 Seco-sterol, jehož přítomnost byla prokázána v semenech čekanky obecné, 
byl pojmenován jako cichosterol. Chemicky se jedná o 13,14-seco-stigma-5(6), 
14(15)-dien-3-β-ol. Dále byla zjištěna přítomnost steroidního glykosidu stigma-5(6)-
en-3-α-O-(β-D-glukopyranosidu). Obě sloučeniny byly získány z ethyl-acetátové 
frakce pomocí sloupcové chromatografie. Jejich struktury byly objasněny na základě 
spektrálních a chemických studií.11 
 Cichosterol vykazoval pozitivní Liebermann–Burchardův test potvrzující, že se 
jedná o sterol. Možný je i jeho acetylovaný derivát. (viz. Obr. 10.). 
 Druhá sloučenina byla získána jako bezbarvé krystaly s teplotou tání 232°C. 
Vykazuje pozitivní Libermann–Burchardův test na steroidy a Molischův test na 
přítomnost glykosidů. Neredukuje Fehlingův roztok a tím je potvrzeno,že se jedná o 
steroidní glykosid. Hydrolýzou 10% HCl byl získán aglykon. Poměr získaného 
aglykonu ke glykosidu byl stanoven okolo 60%, což prokazuje pouze jeden cukr 
v molekule. Tento cukr byl stanoven papírovou chromatografií jako glukóza (viz. obr. 
11.) 11 
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Obr. 11. 
 
 
Ze semen čekanky obecné byl izolován nový seskviterpenický glykosid 
cichotybosid. Jde o 2-α-6-β-7-β-15-tetrahydroxy-1(10),4(5)-dien-guajan-9-α-12-olid-7-
O-β-caffoyl-15-O-β-D-glukosid. Vykazuje značnou antihepatotoxickou aktivitu při 
interakci chloroformu s hepatocyty. 19 
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2.3. Biologická aktivita obsahových látek Cichorium  
 intybus 
 
2.3.1. Inhibiční efekt na acetylcholinesterázu 
 
 Inhibitory acetylcholinesterázy jsou používány k udržení hladiny acetylcholinu 
při cholinergním deficitu, příznacích demence a Alzheimerově chorobě. Byla 
provedena studie zaměřená na nealkaloidní inhibitory acetylcholinesterázy získané 
z přírodních zdrojů za účelem objevení nových struktur. Dichlormethanový extrakt 
z kořenů čekanky prokázal inhibiční efekt na acetylcholinesterázu. Při koncentraci 1 
mg extraktu/ml byla naměřena 70% inhibice. Izolací dvou seskviterpenických laktonů, 
8-deoxylaktucinu a laktukopikrinu, byla prokázána významná, na dávce závislá, 
inhibice acetylcholinesterázy. 12 
 
2.3.2. Anti- a pro-oxidační aktivita 
 
Byla zjišťována anti- a pro-oxidační aktivita ve vodě rozpustných komponent 
čekanky obecné var. silvestre. Rostlinná šťáva byla získána centrifugací z rostlin a 
upravená při 2°C a 102°C. P ři 2°C vykazovala jak pro-oxida ční tak anti-oxidační 
aktivitu; uvařená šťáva vykazovala pouze silnou antioxidační aktivitu, prokazující 
teplotní nestabilitu rostlinných prooxidačních komponent. Součásti šťávy byly 
frakcionovány sekvenční dialýzou dokazující přítomnost několika vysoce 
antioxidačních komponent s rozdílnou molekulovou hmotností. 13 
 
2.3.3 Antihepatotoxická aktivita 
 
Při poškození jater bílých krys chloroformem byla zjišťována antihepatotoxická 
aktivita různých frakcí alkoholového extraktu a jedné fenolické sloučeniny AB-IV ze 
semen Cichorium intybus. Stupeň ochrany byl měřen s využitím biochemických 
parametrů. Účinek methanolové frakce a sloučeniny AB-IV byl srovnatelný s účinkem 
silymarinu. Histopatologická studie jater prokázala,že došlo ke kompletní normalizaci 
tkáně a nebyly pozorovány žádné nekrózy. 14 
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2.3.4. Antibakteriální aktivita 
 
 Testování antibakteriální aktivity vodného, ethanolového a ethylacetátového 
extraktu Cichorium intybus prokázalo jejich účinnost, přičemž nejvýraznější 
antimikrobiální aktivitu vykazoval ethylacetátový extrakt. U vodného extraktu byla 
prokázána účinnost na Agrobacterium radiobacter, Erwina carotovora, Pseudomonas 
fluorescens a Pseudomonas aeruginosa. 15 
 
2.3.5. Antidiabetická aktivita 
 
 U krys starých 9 týdnů byl vyvolán diabetes použitím streptozotocinu. Byl 
sledován hypoglykemický efekt ethanolického extraktu čekanky obecné při 
perorálním glukózotolerančním testu. Každodenní podávání tohoto extraktu krysám s 
diabetem po dobu 14 dní snížilo hodnotu glukózy o 20%, hodnotu triglyceridů o 91% 
a celkový cholesterol o 16%. Koncentrace inzulínu v séru nebyly změněny, což 
vylučuje možnost, že extrakt z čekanky indukuje inzulínovou sekreci z 
pankreatických B-buněk. Aktivita jaterní glukóza-6-fosfatázy byla snížena po podání 
extraktu z čekanky v porovnání s kontrolní skupinou. Snížená aktivita glukóza-6-
fosfatázy může snížit produkci glukózy játry. 16 
 
2.3.6. Antimalarická aktivita 
 
 Obsahové látky čekanky obecné byly testovány i na antimalarickou aktivitu. In 
vitro byla zjištěna antimalarická aktivita proti určitému kmenu Plazmodium falciparum, 
který byl chlorochin senzitivní a pyrimetamin rezistentní. Za tuto aktivitu jsou 
zodpovědné seskviterpenické laktony laktucin a laktukopikrin, získané z vodného 
extraktu kořenů čekanky. 17 
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2.3.7. Analgetická a sedativní aktivita 
 
 Laktucin a jeho deriváty laktukopikrin a 11β-13-dehydrolaktucin získané 
z Lactuca virosa a Cichorium intybus byly testovány na myších pro analgetickou a 
sedativní aktivitu. Jako standard byl použit ibuprofen. Analgetická aktivita sloučenin 
v dávce 30 mg/kg byla srovnatelná s ibuprofenem 60 mg/kg. Laktukopikrin vykazoval 
nejvyšší analgetickou aktivitu. U laktucinu a laktukopikrinu byl pozorován také 
sedativní efekt. Použit byl ethanolický extrakt z listů a kořenů Cichorium intybus. 18 
 
2.3.8. Využití v tradiční medicíně 
  
 Nálev připravený z kořene a nati čekanky výrazně podporuje látkovou 
výměnu, funkci jater a tvorbu a vyměšování žluči. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
  
23 
3.1.Charakteristika zpracovávaného materiálu 
 
Jedná se o suchý vodný extrakt plodů Cichorium intybus pocházející z Indie. 
Extrakt je ředěn v poměru 1:10. 
 
 
3.2. Chemikálie, chromatografický materiál a přístroje 
 
3.2.1. Chemikálie 
 
chloroform p.a., Penta 
ethanol 95% 
ethylacetát p.a., Lachema a.s. 
petrolether p.a., Faf 
diethylether, Faf 
methylalkohol p.a., Penta 
n- butylalkohol p.a., Lach-Ner s.r.o. 
kys.octová 99,8% p.a., Lach-Ner s.r.o. 
kys. sírová 96%, Lachema a.s. 
kys. fosforečná, Lachema n.p. 
vanilin, Fluka Chemika 
chlorid železitý bezvodý č., Lachema a.s. 
hexakyanoželezitan draselný č., Lachema s.p. 
2-aminoethyl-difenylborinat, Fluka Chemika 
flavognost, Faf 
makrogol, Faf 
 
3.2.2. Chromatografický materiál 
 
Silikagel 60 bez fluorescenčního indikátoru, Merck 
Sephadex LH-20, Faf 
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3.2.3. Přístroje 
 
rotační vakuová odparka Bϋchi R114 
elektrický roller 
UV lampa pro vlnové délky 254 a 366 nm Camag 
kapalinový chromatograf (Acquity UPLC) 
hmotnostní spektrometr (Quattro Micro) 
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3.3. Standardy, vyvíjecí soustavy, detekční činidla 
 
3.3.1. Standardy   
 
kys. ursolová 90%, Sigma 
sitosterol, Faf 
rutin trihydrát, Aldrich Chem. Co. 
kvercetin dihydrát 98%, Aldrich Chem .Co. 
kys. skořicová č., Reachim 
kys. kávová č., Fluka AG 
kys. chlorogenová, Fluka AG 
kys. ferulová č., Serva 
β-amyrin, Roth 
D(-)-fruktóza p.a., Lachema n.p. 
sacharóza, Faf 
L-arabinóza, Loba Chemie 
rhamnóza, Faf 
D-xylóza č., Lachema n.p. 
glukóza, Faf 
D-ribóza č., Lachema n.p. 
kys. glukuronová č., Fluka AG 
               
 
3.3.2. Vyvíjecí soustavy 
 
chloroform : methanol (různé poměry) 
butanol : kys. octová : voda (5 : 1 : 4) 
  chloroform p.a. 
butanol : kys. octová : ether : voda (9 : 6 : 3 :1) 
chloroform : kys. octová : methanol : voda (60 : 32 : 12 : 8) 
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3.3.3. Detekční činidla 
 
1% ethanolický roztok vanilinu + kys.sírová 96% (10 : 1) 
1% roztok chloridu železitého v 50% ethanolu + 3% roztok 
hexakyanoželezitanu draselného v 96% ethanolu (1 : 1) 
1% roztok 2-aminoethyl-difenylborinatu v methanolu  
flavognost  
makrogol 
činidlo na detekci cukrů (příprava: 0,1 g anilinu a 0,1 g difenylaminu rozpustit 
v 10 ml acetonu a přidat 1 ml 85% kyseliny fosforečné) 
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3.4. Schéma 
 
 
 
 
 
 
Suchý vodný extrakt Cichorium intybus 
Nasycený chloroformový extrakt Nasycený ethanolový extrakt 
TLC 
Standardy: 
sitosterol, amyrin 
Sephadex LH-20 
13 frakcí 
TLC 
Frakce č. 12 Frakce č. 1-13 
TLC 
Standardy cukrů 
 
UPLC-MS/MS 
TLC 
Standard: 
k.chlorogenová 
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3.5. Zpracování původního suchého extraktu 
 
3.5.1. Hledání vhodného rozpouštědla. 
 
Původní suchý vodný extrakt byl rozpouštěn v různých organických 
rozpouštědlech. Použit byl ether, ethylacetát, chloroform, petrolether, ethanol a 
destilovaná voda. K úplnému rozpuštění extraktu došlo pouze ve vodě. V další fázi 
byl vodný roztok extrahován chloroformem. Chloroformová vrstva byla oddělena a 
došlo k opakovanému protřepání chloroformem. Po druhém protřepání nedošlo 
k vytvoření rozhraní mezi vodnou a chloroformovou vrstvou, a proto byl dále použit 
pouze první extrakt.         
  Získaný chloroformový výtřepek byl zahuštěn na vakuové odparce a bylo 
provedeno předběžné hodnocení s využitím chromatografie na tenké vrstvě. Použitá 
mobilní soustava byla soustava BuOH : CH3COOH : H2O (4 : 1 : 2). Chromatogram 
byl detekován pomocí UV lampy. Získané výsledky nebyly uspokojivé a proto byl 
hledán jiný způsob úpravy původního suchého extraktu. 
 
3.5.2. Příprava extraktů 
 
 100 g suchého extraktu bylo smícháno s 500 ml chloroformu a 1 hodinu 
mícháno na elektrickém rolleru. Poté byla nerozpuštěná část extraktu zfiltrována a 
vysušena. Po usušení byla tato část smísena s 500 ml 80% ethanolu a opět hodinu 
míchána na elektrickém rolleru. Nerozpuštěný podíl byl zfiltrován a získaný 
chloroformový i ethanolový extrakt byl zahuštěn na rotační vakuové odparce. 
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3.6. Předběžné chromatografické hodnocení získaných    
 extraktů 
 
 Pro předběžné hodnocení chloroformového i ethanolového extraktu byla 
použita chromatografie na tenké vrstvě silikagelu. Byl použit silikagel bez 
fluorescenčního indikátoru. Na desku byly naneseny dvě nanášky chloroformového 
extraktu a dvě nanášky ethanolového extraktu lišící se koncentrací. Vyvíjení 
probíhalo v chromatografické komoře, použitou mobilní soustavou byla soustava 
chloroform : methanol (6 : 4). Detekce se prováděla nejprve pod UV lampou 
s vlnovými délkami 254 a 366 nm a následně postřikem 1% lihovým roztokem 
vanilinu s kys. sírovou 96% (10 : 1) a zahřátím při 60°C do objevení skvrn. Zvolená 
mobilní soustava nebyla optimální, pro další hodnocení bylo nutné použít soustavu 
méně polární. 
 Dále byly na silikagelovou desku naneseny nanášky chloroformového i 
ethanolového extraktu spolu se standardy sitosterolu a kyseliny ursolové. Deska byla 
vyvíjena v soustavě chloroform : methanol (95 : 5), detekována postřikem 1% 
lihovým roztokem vanilinu s kys. sírovou 96% (10 : 1) a zahřátím na 60°C. Vzniklé 
skvrny byly charakterizovány retenčním faktorem Rf (poměr vzdálenosti středu 
skvrny a místa nanášení ku vzdálenosti „čela“ mobilní fáze a startu) a barvou a byly 
vzájemně porovnány.  
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3.7. Chromatografické hodnocení chloroformového  
 extraktu 
 
3.7.1. TLC se standardem β-sitosterolu 
 
 Na silikagelovou desku byly naneseny dvě různé koncentrace 
chloroformového extraktu a standard β-sitosterolu (viz. Obr. 12.). Mobilní soustavou 
byla soustava chloroform : methanol (48 : 2). Detekce byla provedena 1% lihovým 
roztokem vanilinu s kys. sírovou 96% (10 : 1) a zahřátím. Vzniklé skvrny hodnocené 
pomocí barvy a Rf prokázaly pravděpodobnou přítomnost β-sitosterolu. Byla 
provedena  další chromatografie na tenké vrstvě s nanáškami chloroformového 
extraktu, standardu β-sitosterolu a nanášky obsahující jak chloroformový extrakt tak i 
standard β-sitosterolu. Chromatogram byl vyvíjen 4x po sobě, mobilní fází byl čistý 
chloroform. Detekce byla provedena 1% lihovým roztokem vanilinu s kys. sírovou 
96% (10 : 1) a následným zahřátím (viz. chromatogram č. 1). 
 
Obr. 12. 
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3.7.2. TLC se standardy β-amyrinu a β-sitosterolu 
 
 Při dalším hodnocení chloroformového extraktu byl na silikagelovou desku 
nanesen chloroformový extrakt, standard β-amyrinu (viz. Obr. 13.), standard β-
sitosterolu, nanáška obsahující chloroformový extrakt v kombinaci s oběma 
standardy a nanáška obsahující kombinaci obou standardů. Mobilní fází byl čistý 
chloroform, chromatogram byl vyvíjen 3x po sobě. Detekce byla provedena 1% 
lihovým roztokem vanilinu s kys. sírovou 96% (10 : 1) a následným zahřátím. Skvrny 
byly detekovány pomocí Rf a barvy (viz. chromatogram č. 2). 
 
Obr. 13. 
 
HO
 
 
β-amyrin 
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3.8. Chromatografické hodnocení ethanolového extraktu 
 
3.8.1. Sloupcová chromatografie 
 
 Jako adsorbent pro sloupcovou chromatografii byl použit sephadex LH-20, 
elučním činidlem byl 80% ethanol. Chromatografický sloupec byl připraven nalitím 
řídké suspenze adsorbentu v ethanolu do kolony o výšce cca 30 cm. Bylo použito 
30g sephadexu LH-20 a dostatečné množství 80% ethanolu. Na dělící vrstvu byl 
nanesen ethanolový extrakt. 
 Frakce byly jímány po 10 ml a bylo získáno 13 frakcí, které byly na základě 
předběžných výsledků tenkovrstvé chromatografie spojeny do sedmi frakcí. 
 
3.8.2. TLC chromatografie spojených frakcí 
 
 Získané spojené frakce byly dále hodnoceny pomocí chromatografie na tenké 
vrstvě. Jako stacionární fáze byl použit silikagel bez fluorescenčního indikátoru. 
Mobilní fází byla soustava BuOH : CH3COOH : H2O (5 : 1 : 4). Vyvíjení 
v chromatografické komoře probíhalo až po jejím dostatečném nasycení. Na 
silikagelovou desku byly naneseny nanášky spojených frakcí 1-4, 5-6, frakce č. 7, 
spojené frakce 8-10 a frakce č. 11, 12, 13. Detekce byla provedena postřikem 
flavognostem a makrogolem a následně pod UV lampou (viz. chromatogram č. 3). 
 
3.8.3. TLC analýza cukrů 
 
 Všechny získané frakce byly dále hodnoceny na přítomnost cukrů. Naneseny 
byly spojené frakce 1-4, 5-6, 7, 8-10, 11, 12, 13 a standardy fruktózy, sacharózy, 
arabinózy, rhamnózy, xylózy, glukózy, ribózy a kyseliny glukuronové. Mobilní 
soustavou byla soustava vhodná pro detekci cukrů BuOH : CH3COOH : Et2O : H2O 
(9 : 6 : 3 : 1). Chromatogram byl dvakrát vyvíjen. K detekci byla použita směs anilinu 
a difenylaminu rozpuštěného v acetonu a okyseleného 85%H3PO4. Následně byl 
chromatogram zahříván při 100°C po dobu 5 minut až do objevení skvrn (viz. 
chromatogram č. 5). 
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3.8.4. TLC chromatografie frakcí 11 a 12 
 
 Frakce 11 a 12 byly hodnoceny na přítomnost flavonoidů. Jako standardy 
flavonoidů byly použity kvercetin a rutin. Mobilní fází byla soustava BuOH : 
CH3COOH : H2O (5 : 1 : 4). Vyvíjení v chromatografické komoře probíhalo až po 
dostatečném nasycení komory. K detekci byla využita fluorescence pod UV a 
následně postřik 2-aminoethyl-difenylborinatem v methanolu. Skvrny byly detekovány 
pomocí Rf a barevnosti. 
 Ve stejné soustavě probíhala i další hodnocení těchto frakcí. Použity byly 
standardy kys. kávové, skořicové, chlorogenové a ferulové. K detekci byl použit 
K3[Fe(CN)6] a FeCl3 (1 : 1). Na základě zbarvení skvrn a Rf byla zjištěna 
pravděpodobná přítomnost kys.chlorogenové ve frakci 12 (viz. Obr. 14.) . 
 Byl proveden kontrolní chromatogram s nanáškami frakce č. 12 a standardem 
kys. chlorogenové, použita byla tatáž mobilní fáze a detekován byl postřikem směsi 
K3[Fe(CN)6] a FeCl3 (1 : 1) (viz. chromatogram č.4). Vzorek frakce č. 12 byl odeslán 
na UPLC MS/MS analýzu na katedru analytické chemie. 
 
Obr. 14. 
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   kyselina chlorogenová (5-caffeoylchinová) 
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3.8.5. UPLC separace obsahových látek ethanolické frakce, 
 identifikace jednotlivých komponent pomocí MS a MS/MS spekter 
  
 Bylo použito 30 standardů fenolických látek (Sigma-Aldrich) - fenolické 
kyseliny, katechiny, flavonoidy, jako typový soubor pro optimalizaci LC-MS 
podmínek. 
 
Kapalinový chromatograf 
  
 Sestava:  Acquity UPLC (Waters) 
 Analytická kolona: Acquity BEH UPLC C18 (100x2,1mm, 1,7 um) 
 Dávkování:   3µl 
 Detekce:  MS 
 Mobilní fáze:  MeOH, 0,1% kyselina mravenčí 
 Průtok:  Fm = 0,45ml/min 
 Eluce:   gradientová 
 Teplota:  300°C 
 Vyhodnocení:   MassLynx 4,1 
 
Hmotnostní spektrometr 
 
 Typ:   Quattro Micro (triple quadrupole, Waters) 
 Ionizační technika: ESI pozitivní i negativní mode 
 Napětí na kapiláře: 3,20 
 Rf lens:  0,5 
 Extraktor:  3,0 
 Teplota:  450°C 
 Průtok suš. plynu:  350 
 Cone gass:  50 
 Vyhodnocení: MassLynx 4,1 
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4. ZÁZNAMY HPLC ANALÝZY A CHROMATOGRAMY 
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Obr. 15. Chromatografický záznam „full scanu“ negativních iontů 
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Obr. 16. Fragmentační schéma 
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Obr. 17. Pozitivní záznam iontů 
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Obr. 18. Záznam SIR a MRM 
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Obr. 19. Identifikace látek podle dceřiných spekter 
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CHROMATOGRAM č. 1 
 
Důkaz sitosterolu ve frakci 
 
Mobilní fáze:  CHCl3 (vyvíjeno 4x) 
Stacionární  fáze: silikagel Merck bez fluorescenčního indikátoru 
Detekce:  vanilin + H2SO4 (10 : 1) 
Nanáška:   SITOS = standard sitosterolu 
   Chl = chloroformový extrakt 
   Chl + S = chloroformový extrakt + standard sitosterolu 
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¨ 
 
 
 
CHROMATOGRAM č. 2 
 
Důkaz fytosterolů a pentacyklických triterpenů 
 
Mobilní fáze:  CHCl3 (vyvíjeno 3x) 
Stacionární fáze: silikagel Merck bez fluorescenčního indikátoru 
Detekce:  vanilin + H2SO4 (10 : 1) 
Nanáška:  Chl = chloroformový extrakt 
   SIT = standard sitosterolu 
AM = standard amyrin 
   Chl + A = chloroformový extrakt + standard amyrinu 
   Chl + S = chloroformový extrakt + standard sitosterolu 
   S + A = standard sitosterolu + standard amyrinu 
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CHROMATOGRAM č. 3 
 
Důkaz flavonoidů 
 
Mobilní fáze:  BuOH : CH3COOH : H2O (5 : 1 : 4) 
Stacionární fáze: silikagel Merck bez fluorescenčního indikátoru 
Detekce:  UV (skvrny viditelé pod UV jsou vyznačeny) 
   flavognost, makrogol 
   vanilin + H2SO4 (10 : 1) 
Nanáška:  1-13 frakce získané na sephadexové koloně 
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CHROMATOGRAM č. 4 
 
Důkaz kyseliny chlorogenové 
 
Mobilní fáze:  BuOH : CH3COOH : H2O (5 : 1 : 4) 
Stacionární fáze: silikagel Merck bez fluorescenčního indikátoru 
Detekce:   K3Fe(CN)6 + FeCl3 (1 : 1) 
Nanáška:  K.CHL = standard kyseliny chlorogenové 
   12 = frakce č.12 ze sephadexové kolony 
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CHROMATOGRAM č. 5 
 
TLC analýza cukrů 
 
Mobilní fáze:  BuOH : CH3COOH : Et2O : H2O (9 : 6 : 3 : 1)(vyvíjeno 2x) 
Stacionární fáze: silikagel Merck bez fluorescenčního indikátoru 
Detekce:   roztok anilinu a difenylaminu v acetonu + 85% H3PO4 (10 : 1) 
Nanáška:  1-13 frakce získané na sephadexové koloně 
   SACH = standard sacharózy 
   ARAB = standard arabinózy 
   RHAM = standard rhamnózy 
   XYL = standard xylózy 
   GLU = standard glukózy 
   RIB = standard ribózy 
   K.GL = standard kyseliny glukuronové 
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5. HODNOCENÍ VÝSLEDKŮ A DISKUZE 
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Cílem této práce bylo identifikovat obsahové látky suchého vodného extraktu 
plodů Cichorium intybus. Vzhledem k tomu, že se jedná o vodný extrakt, lze 
předpokládat, že se zde budou nalézat především látky rozpustné ve vodě. Na 
základě toho byla testována přítomnost cukrů, flavonoidů, kyselin odvozených od 
kyseliny kávové ale i látek typu fytosterolů a triterpenů, zvláště jejich glykosidů. 
Byly připraveny dva extrakty. Nejprve byl připraven chloroformový extrakt 
mícháním suchého vodného extraktu a chloroformu na elektrickém rolleru po 
dostatečně dlouhou dobu a následně byl připraven ethanolický extrakt stejným 
způsobem. 
Oba získané extrakty byly předběžně hodnoceny pomocí tenkovrstvé 
chromatografie a byla hledána vhodná mobilní soustava. Oba extrakty byly testovány 
na přítomnost β-sitosterolu a kyseliny ursolové s využitím jejich standardů, ale 
získané výsledky v dané mobilní fázi nebyly jednoznačné. Dále byl hodnocen každý 
z extraktů zvlášť. 
Chloroformový extrakt byl hodnocen chromatografií na tenké vrstvě. Byla 
hledána vhodná mobilní soustava, protože soustava chloroform : methanol (v 
různých poměrech) byla příliš polární a neposkytovala vhodné výsledky. Optimální 
soustavou se stal čistý chloroform. Chloroformový extrakt byl porovnáván se 
standardy fytosterolů a triterpenů, konkrétně s β-sitosterolem a β-amyrinem. Po 
postřiku 1% roztokem vanilinu okyseleným kys. sírovou a následným zahřátím byla 
na základě porovnání Rf a zbarvení skvrn zjištěna přítomnost obou těchto látek (viz. 
chromatogram č. 2, 3). 
Ethanolický extrakt byl chromatograficky rozdělen na sephadexové koloně. 
Bylo získáno 13 frakcí, které byly po chromatografickém hodnocení na tenké vrstvě 
silikagelu spojeny do sedmi frakcí. Tyto spojené frakce byly dále hodnoceny pomocí 
TLC na přítomnost flavonoidů (viz. chromatogram 1) a na přítomnost cukrů s využitím 
standardů. Přítomnost kvercetinu a rutinu po vyhodnocení TLC chromatogramu 
potvrzena nebyla. Jako standardy cukrů byla použita fruktóza, sacharóza, arabinóza, 
rhamnóza, xylóza, glukóza, ribóza a kyselina glukuronová. Po postřiku směsí anilinu 
a difenylaminu v acetonu okyseleném kys. fosforečnou a po následném zahřátí byla 
na základě porovnání zbarvení skvrn a jejich Rf se standardy prokázána přítomnost 
sacharózy ve spojených frakcích 8-10. (viz. chromatogram 5). Na základě 
předpokladu výskytu kyseliny kávové nebo jejích derivátů bylo provedeno TLC , při 
kterém byla porovnávána frakce č. 11 a 12 se standardy kyseliny kávové, skořicové, 
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chlorogenové a ferulové. Přítomnost kyseliny chlorogenové nebyla jednoznačně 
potvrzena. Proto u frakce č. 12 bylo provedeno kontrolní TLC se standardem kys. 
chlorogenové (viz. chromatogram 4), na jehož základě byl tento vzorek odeslán na 
UPLC MS/MS analýzu na katedru analytické chemie. Analýza probíhala na 
kapalinovém chromatografu Acquity UPLC (Waters) a na hmotnostním spektrometru 
typu Quattro Micro (triple quadrupole, Waters). Bylo použito standardů 30 fenolických 
látek – fenolické kyseliny, katechiny, flavonoidy, jako typového souboru pro 
optimalizaci LC-MS podmínek. Při hodnocení získaných výsledků byla patrná 
přítomnost 4 hlavních píků v retenčních časech 7,13; 10,95; 11,49 a 13,22 (viz. Obr. 
15.). Všechny tyto píky vykazovaly na první pohled zvláštně identická spektra se 
stejným molekulovým píkem (MW=516) a typickým fragmentem 353 odpovídajícím 
v negativním záznamu kyselině chlorogenové (viz. Obr. 16.). Přítomnost 
molekulového iontu byla potvrzena i v pozitivním záznamu iontů -[M+H]+= 517, tzn. 
MW=516 a dále přítomností duktů [M+Na]+= 539 (viz. Obr. 17). Molekulový iont 
s větším m/z nebyl nalezen a to ani ve specifických modech SIR a MRM (viz. Obr. 
18), kde byly předpokládány další možnosti zvětšení molekuly o kyselinu kávovou. 
Látky byly identifikovány jako 4 izomery kyseliny isochlorogenové (viz. Obr.19.) a 
byly popsány další dvě komponenty o pravděpodobné molekulové hmotnosti 
odvozené ze spekter: [M+H]+= 792,94 (MW=793,94) a [M+H]+=679,79 (MW=687,79), 
kde zatím nebyla navržena pravděpodobná struktura.  
 
Obr. 20 
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kyselina isochlorogenová (dicaffeoylchinová) 
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6. ZÁVĚR 
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Úkolem této práce bylo identifikovat obsahové látky vodného extraktu plodů 
Cichorium intybus. 
 Ze 100 g suchého extraktu byl mícháním na elektrickém rolleru získán 
chloroformový a následně ethanolický extrakt .  
 Chloroformový extrakt byl hodnocen pomocí chromatografie na tenké vrstvě. 
Byla zjištěna přítomnost β-sitosterolu a β-amyrinu na základě porovnání Rf a barev 
vzniklých skvrn s Rf a zbarvením standardů těchto látek.  
 Ethanolický extrakt byl nejprve dělen chromatografií na sloupci sephadexu LH-
20. Bylo získáno 13 frakcí, které byly spojeny na základě výsledků tenkovrstvé 
chromatografie do 7 frakcí.  Získané spojené frakce byly dále hodnoceny pomocí 
chromatografie na tenké vrstvě s využitím standardů různých látek. Ve spojených 
frakcích 8-10 byla prokázána přítomnost sacharózy. Frakce č. 12 byla odeslána na 
základě předběžného hodnocení pomocí TLC na analýzu pomocí UPLC MS/MS, 
která prokázala přítomnost 4 izomerů kyseliny isochlorogenové. 
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Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, Katedra 
farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Králové 2008, 56 s. 
 
 
K identifikaci obsahových látek plodů Cichorium intybus L. byl použit 
chloroformový a ethanolový extrakt, připravený smísením původního suchého 
extraktu s danými rozpouštědly. Chloroformový extrakt byl hodnocen pomocí 
tenkovrstvé chromatografie, na jejímž základě byla zjištěna přítomnost β-sitosterolu a 
β-amyrinu. Ethanolický extrakt byl nejprve rozdělen pomocí sloupcové 
chromatografie a získané frakce byly hodnoceny tenkovrstvou chromatografií na 
přítomnost cukrů a fenolických kyselin. Touto metodou byla zjištěna přítomnost 
sacharózy. Vzorek byl následně odeslán na analýzu pomocí UPLC / MS. Pomocí této 
metody byla zjištěna přítomnost čtyř izomerů kyseliny isochlorogenové. 
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 Marta Málková: Compounds of the Cichorium intybus extract. Diploma thesis, 
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, Department of 
Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Králové 2008, 56 pp. 
 
 
Chloroform and ethanolic extracts, which were prepared by the addition of an 
original dry extract to solvents mentioned above, have been used for the 
identification of substances contained in Cichorium intibus L. seeds. The chloroform 
extract has been evaluated via the thin layer chromatography. β-sitosterol and β-
amyrin have been detected by this procedure. The ethanolic extract has been 
separated by the column chromatography and obtained fractions have been 
evaluated by the thin layer chromatography to prove a presence of saccharides and 
phenolic acids. By this way saccharose has been detected. Then the sample has 
been analyzed by UPLC / MS and thus the presence of four isomers of 
isochlorogenic acid has been detected. 
.  
